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を推定し，平衡状態の確率分布を計算する方法である．これら PaCS-MD と MSM を組み合わ
せることで，多数の局所的な状態間遷移情報から，大域的な遷移行列と平衡状態の確率分布を
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そこで本稿では，この問題に対して 2つの手法, Parallel Cascade Selection Molecular Dynamics
（PaCS-MD）（Harada and Kitao, 2013）とMarkov State Model（MSM）（Prinz et al., 2011; Pan and





















法（Hukushima and Nemoto, 1996; Sugita and Okamoto, 1999）やアンブレラサンプリング（Torrie
and Valleau, 1977），Metadynamics（Laio and Parrinello, 2002; Nishihara et al., 2008），Steered






























が起こるため計算が進まない．それに対して，PaCS-MD での 1つのサイクル内のMD シミュ
レーションはそれぞれ独立であり，相互に依存していない．したがって，あるノードがダウン
して 1つの MD シミュレーションが停止しても，その部分の結果を無視して計算を進めてもよ
く，1つのシミュレーションの停止は，他のシミュレーションに影響を与えないのである．こ
のことは PaCS-MD が超並列計算でより高い並列効率を持つ可能性を示している．
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図 2．PaCS-MD の手順．
多レプリカを用いて自由エネルギー地形を計算する方法として，Weighted Ensemble（WE）
（Huber and Kim, 1996; Zhang et al., 2010）や Forward Flux Sampling（FFS）（Allen et al., 2006,




















わゆる lagtime τ にのみ依存する L × L の遷移行列 T (τ)で特徴づけられる．遷移行列の要素







時刻 t で L 個の状態を占める確率を表すベクトルを p(t) で表す．もし，初期状態を表す確率
ベクトルが p(0) で与えられたなら，時間 nτ 後の確率ベクトルは
(2.1) p(nτ) = T (nτ)p(0) = [T (τ)]np(0)
と書ける．これはチャップマン -コルモゴロフ方程式である．
この過程は，連続時間で現象論的速度定数 K によっても特徴づけられる．ただし，K の要
素 Kji(i = j) は状態 i から状態 j への非負の現象論的速度を表す．行の和がゼロになるよう
に，対角項はKjj = −∑i=j Kji から決められる．時間発展は方程式
(2.2) p˙(t) = Kp(t)
で支配される．ここで，˙は時間微分を表す．この時間発展方程式は形式解






遷移行列 T (τ) と速度行列 K との間には式（2.1），（2.3）の比較から明確な関係，




た条件を用いて速度行列 K を復元する方法も考案されている（Grubmu¨ller and Tavan, 1994;
Sriraman et al., 2005）．
遷移行列 T (τ) と速度行列 K は，それぞれ，μk(τ) と λk の固有値を持ち，共通の右固有ベ
クトル uk をもつ．詳細釣り合い条件から全ての固有値は実数であることが保証される．ここ
で，互いの固有値は降順に並んでいるとすると，μk(τ) と λk は次の関係にある，
(2.5) μk(τ) = exp(λkτ).
それぞれの固有値は，implied time scale とよばれる時間スケール
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間の遷移確率，または，遷移速度が MD シミュレーションのデータから計算される．以下に，
MSM でのマルコフモデルの構築方法を簡単に述べる．詳細は文献（Prinz et al., 2011; Pan and







遷移を数えることができる．得られた遷移数から遷移行列 T (τ) を，例えば，最尤法を用いて
推定する（Prinz et al., 2011; Chodera et al., 2007）．
系がマルコフ過程として記述できるなら，遷移行列 T が得られたとき，時刻 t での状態 p(t)
と時刻（t + τ）での状態 p(t + τ) との関係は，
(2.7) p(t + τ) = T p(t)
で表される．十分に時間が経過して，系が平衡状態に達したとき，上式は，
(2.8) π = T π
で表される．ただし，π は平衡状態での確率分布を表し，
∑










Passage Time（Singhal et al., 2004），Transition Path Theory（Noe´ et al., 2009），String Method
（Pan and Roux, 2008），Milestoning（Schu¨tte et al., 2011）等の手法を組み合わせた先行研究が
ある．また，得られる遷移行列を固有値と固有ベクトルに分解し，解析することで，関係する
準安定状態やゆっくりとしたダイナミクスの過程とその時間スケール，フォールディング過程
にあらわれる状態間の遷移経路に関する知見などが得られる．詳しくは，文献（Noe´ et al., 2009,
2011）を参照されたい．
2.5 計算手順
既に述べた PaCS-MD と MSM を組み合わせた自由エネルギー計算全体の手順は，図 3のよ
うになる．まず，PaCS-MD による構造のサンプリングを行う．前計算によって初期構造を作
成し，短い MD シミュレーションを実行する．得られた構造から構造のランキングを行い，構
造の選択を行う．例えば，目的とする構造に近い RMSD の値をもつ構造を M 個選ぶ．これら
M 個の構造を初期構造にして新たにマクスウェル分布に従うように初期速度を与え，M 個の短
い MD シミュレーションを行う．さらに，構造ランキングを行い，再び目的とする構造に近い
RMSD の値をもつ構造を M 個選ぶ．これを，目的の構造に十分近くなるまで繰り返す．MSM
解析に十分なサンプルを得るために，我々は PaCS-MD を複数回行っている．PaCS-MD の各
トラジェクトリは τ より十分長い必要がある．
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図 3．PaCS-MD + MSM を用いた自由エネルギー計算の手順．
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図 5．PaCS-MD での終状態への RMSD の収束性．図は典型的な 1 セットの PaCS-MD の




中からランダムに 20個選び PaCS-MD の初期構造とした．次に，20セットの PaCS-MD を行
い，各 PaCS-MD で 20-cycle × 10-run × 100-ps MD を行った．構造のランキングには，フォー
ルドした chignolin を参照構造とした Cα 原子の RMSD を使用した．
MSM では，EMMA software package（Senne et al., 2012）を用い，クラスター中心間の最小距
離が 0.25 A˚となるようにクラスタリングを行った．ただし，100 psのトラジェクトリのうち，




研究で用いられている（Satoh et al., 2006; Harada and Kitao, 2011, 2013）．HB3の形成はフォー
ルディングのトリガーとなっており，HB1 の形成は天然構造へのフォールディングに，HB2 の
形成はミスフォールディングに関連している．MSM での解析には，HB3 ≤ 4 A˚ を満たすトラ
ジェクトリのみを使用した．
まず，PaCS-MD の終状態への収束性を見てみる．図 5 に 1 回の PaCS-MD における Cα
RMSD の「時間変化」を示す．サイクルが進むにつれて，RMSD の値が天然構造の値（= 0）に近
づいていることがわかる．また，RMSD の値が広く分布していることから，PaCS-MD では構
造空間を広くサンプルしていることがわかる．
図 6 で chignoling の 2 つの水素結合距離の分布と自由エネルギー地形を示す．図 6（a）か
らは，PaCS-MD で得られる分布は大きく広がっており，PaCS-MDが構造空間を広くサンプ
リングしていることがわかる．図 6（b）では，平衡状態の自由エネルギー地形を示してある．






図 6．PaCS-MD と MSM を用いた計算結果．（a）PaCS-MD で得られたトラジェクトリか






MSM で求めた定常状態の確率密度分布と transition path theory（E and Vanden-Eijnden,
2006）を用いて，天然構造とミスフォールド構造間の遷移速度の計算をおこなった．その結果，
ミスフォールドから天然構造への遷移速度は 7.6 ns，逆は，30 ns と見積もられた．2つの構造
間遷移の時間スケールは実験では明らかにされていないが，MD 計算を用いた見積もりから数
百 ns のオーダーだと考えられている（Suenaga et al., 2007）．今回求めた遷移速度は，それより
1-2 オーダー小さい．ミスフォールド構造付近のサンプリングの少なさに加え，解析に使用し
たデータは HB3 ≤ 4 A˚ のみのため，構造は常にコンパクトな形をしており，状態間遷移の速度
が速く出る傾向にあると考えられる．












プリングを可能とし，PaCS-MD で得られたデータを MSM で解析することで，平衡状態の自
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Cascade-type Massive Parallel Simulation for
Protein Conformational Transition Pathway Search
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Free energy landscape calculation and analysis play important roles in elucidating
the relationship between protein conformation and function. Calculating the free energy
landscape of proteins by using molecular dynamics simulations often requires long calcu-
lation time. This is because many degrees of freedom in proteins generate a large number
of conformational substates and proteins are frequently conﬁned in few substates. To ex-
plore protein conformational space widely and eﬃciently, a novel free energy calculation
method is proposed as the combination of Parallel Cascade Selection Molecular Dynam-
ics (PaCS-MD) and Markov State Model (MSM). This method is applied to folding free
energy landscape analysis of a small protein as a test case.
Key words: Free energy landscape, conformational substate, molecular dynamics, folding, Markov
process.
